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Abstract of EP0734720 

Vector particles for the admin, of active agent(s) are based on polyamino acid(s) (PAA) and of average 
size >200 mu m. Their PAA's comprise >= 2 types of recurrent amino acids NAA and IAA: NAA = 
hydrophobic neutral amino acid, and IAA = ionisable lateral chain amino acid; >= 1 part of the IAA type 
recurrent amino acids being in ionised form. The recurrent amino acids of each type may be the same or 
different and the mol.wt. of the PAA is >= 4000 Da (pref. >= 5000 Da). 
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(54) Particules a base de polyarninoacide(s) et susceptibles d'etre utilisees comme vecteurs de 
principe(s) actif(s) et leurs procedes de preparation 



(57) La presente invention concerne les vecteurs 
utiles pour I 'ad ministration de principes actifs (PA), de 
preference medicamenteux ou nutritionnels, notam- 
ment par voie orale ou parenterals 
Le probleme technique resolu par I'invention est celui 
consistant en la fourniture de vecteurs formes par des 



(nano) ou (micro)particules a base de polyaminoacides, 
et qui soient inertes vis-a-vis du PA (proteines), de gra- 
nulomere controlable, resistantes et economiques. 
Conformement a I'invention, les particules ont une tail le 
moyenne infereiure a 200 um et sont constitutes d'un 
polyaminoacide du type Leu/Glu, dans lequel Leu/Glu 
+ Leu > 3 % et la M... > 4 000 D. 
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Description 

Le domaine de la presente invention est celui des vecteurs utiles pour I'administration de principes actifs (PA) a 
travers des membranes cellulaires. Ces vecteurs permettent le transport sous protection des PA, a I'interieur d'un 
s organisme, jusqu'a leur site d'action. Le PA est, de preference, un medicament ou un nutriment pour I'administration 
a un organisme animal ou humain par voir orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramuscu- 
laire, intradermique, intraperitoneal, intracerebral, parenteral, etc., maisilpeut etreaussi un herbicide, un pesticide, 
un insecticide, un fongicide, etc., pour le traitement des cultures agricoles comme application phytosanitaire. Pour 
toutes ces applications, les vecteurs de PA visent a ameliorer la biodisponibilite des PA. Ces vecteurs peuvent etre, 
10 e. g. : des systemes a liberation prolongee de PA. 

Les PA plus particulierement, mais non limitativement, concernes par I'invention sont, par exemple, des proteines, 
des glycoproteines, des peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonucleotides et des polynu- 
cleotides. 

La presente invention concerne, plus precisement, des particules avantageusement de type submicroniques et/ 
is ou microniques - a base de polyaminoacides et destinees a etre utilisees comme vecteurs de PA, en particulier me- 
dicamenteux. Ce sont done des Particules de Vectorisation (PV), parmi lesquelles on distinguera, dans la suite du 
present expose, d'une part, des Nano Particules de Vectorisation (NPV) et, d'autre part, des MicroParticules de Vec- 
torisation (MPV), selon une nomenclature propre a I'invention et qui sera definie infra. 

La presente invention vise aussi bien les particules nues en tant que telles, que les systemes de vecteurs de PA, 
20 constitues par les particules chargees par le (ou les) PA considere(s). 

L'invention concerne, egalement, un procede de preparation desdites particules. 

Les progres du genie genetique et des biotechnologies, ainsi que les decouvertes y afferentes d'outils genetiques, 
de proteines et de peptides biologiquement actifs, ont permis I'essor de nouveaux principes actifs medicamenteux 
(PA) offrant une activite intrinseque et une selectivity elevees. Ces PA sont, en revanche, facilement degrades dans 
25 I'organisme avant d'atteindre leur site d'action therapeutique et leur biodisponibilite est, en consequence, tres faible. 
Dans le cas de I'administration par la voie orale, le tractus gastro-intestinal constitue une barriere chimique et physique 
redoutable pour le PA qui doit, d'une part, resister a la degradation par le systeme digestif et, d'autre part, passer a 
travers la membrane epitheliale gastro-intestinale. A cet egard, on pourra, par exemple, se reporter a la revue de M. 
J. HUMPHREY (Delivery System for peptide Drugs, editee par S. DAVIS et L. ILLUM, Plenum Press, N. Y, 1 986), qui 
30 fait etat de la faible biodisponibilite des peptides et, en particulier, des peptides administres par voie orale. 

Naturellement, ces avatars de transport et de sejour dans I'organisme ne se limitent pas aux proteines, mais 
affectent egalement les PA formes par des outils genetiques (oligonucleotides, polynucleotides, plasmides) suscepti- 
bles d'etre mis en oeuvre dans les techniques de therapie genique. 

Pour pallier cela, il a ete propose d'encapsuler les PA dans des particules de vectorisation de PA, denommees 
35 egalement PV. L'interet de ces techniques d'encapsulation est de proteger et/ou de transporter le PA jusqu'a son site 
d'action therapeutique, en le sauvegardant contre les agressions de I'organisme, afin d'augmenter sa biodisponibilite. 

Parmi tous les materiaux envisageables pour ^encapsulation de PA, les polymeres sont de plus en plus utilises, 
du fait de leurs proprietes intrinseques. 

S'agissant du cahier des charges que Ton souhaite obtenir pour de telles PV, il est particulierement exigeant et 
40 comprend, notamment, les specifications suivantes. 

1-11 devrait, avantageusement, etre possible de pouvoir disposer de PV de diametre moyen compris entre une 
fraction de micron et quelques microns, avec une repartition granulometrique etroite, de fagon a pouvoir adapter 
la granulometrie des PV au mode d'administration choisi et/ou le site therapeutique vise. Par exemple, si une 

45 immunisation mucosale par la voie orale est recherchee, la taille des PV doit etre comprise entre 0,5 |um et 10 

jum, afin que les PV puissent penetrer les plaques de Peyer et atteindre les tissus lymphoides. Dans le cas d'une 
administration sous-cutanee, il y a avantage a disposer de PV de taille superieure a 1 0 u,m pour que les particules 
ne rentrent pas dans la circulation generale ou elles sont rapidement internalisees par le systeme reticuloendo- 
thelial, mais qu'elles diffusent progressivement depuis leur site d'injection. 

so Cette specification implique un controle dimensionnel des PV, a la fois sur la distribution de la granulometrie des 

PV et sur leur diametre moyen, qui represente une operation tres delicate sur le plan technologique. 
2 - II est souhaitable que les PVassurent la protection du PA jusqu'au site de liberation. Par exemple, dans une 
administration orale d'un PA forme par un vaccin, ce dernier gagnerait a etre protege, tout au long du tractus 
gastrointestinal. 

55 3 - II est preferable que le polymere, constituant les PV, soit biocompatible et biodegradable et, encore mieux, 

qu'il soit metabolise en produits non toxiques pour I'organisme. 

4 - II est egalement avantageux que le polymere, constitutif des PV, n'induise pas de reponse immunitaire (immu- 
nogeniale). 
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5 - Enfin, il est egalement preferable que les PV puissent etre obtenues par un procede non denaturant pour le 
PA. Ainsi, I'usage de solvants organiques et/ou de temperatures elevees est a proscrire. 

De nombreuses propositions techniques anterieures ont vainement tente de satisfaire a I'ensemble de ces speci- 
s fications. Les reponses apportees jusqu'alors ne sont done que partielles et incompletes. 

Parmi ces propositions infructueuses, on peut citer celle selon le brevet US-A-5 286 495, qui concerne un procede 
decapsulation de proteines en phase aqueuse : a I'aide de materiaux constitues d'alginate et de polylysine. Ce procede 
est presente comme non denaturant pour les PA proteiniques, en raison du fait qu'il n'y est pas fait usage de solvant 
organique, de reactif chimique agressif ou de temperature elevee. Cependant, la technique de fabrication des PV, par 
10 vaporisation mise en oeuvre, ne permet pas de produire des particules de taille inferieure a 35 urn ce qui ne permet 
pas leur internalisation par les cellules de I'organisme. 

Par ailleurs, les techniques d'emulsion sont couramment utilisees pour preparer des microparticules de quelques 
microns. 

Par exemple, les demandes de brevets WO 91/06 286 et WO 91/06 287 decrivent des procedes de formation de 
is particules en emulsion dans lesquels on utilise, comme polymere : 

soit une proteine hydrophobe choisie parmi le collagene, la caseine, la keratine et, de preference, les prolamines, 
soit un polymere biocompatible et biodegradable, tel que les poly(lactiques) ou les poly(orthoesters). 

20 Le PA peut etre hydrophobe ou hydrophile mais, dans ce dernier cas, la technique de double emulsion est recom- 

mandee. La taille des microparticules est d'environ 100 urn et, de preference, comprise entre 50 nm et 100 um 

La demande de brevet WO 89/08 449 fait egalement reference a I'encapsulation par emulsion, pour incorporer 
des PA dans des microparticules de poly(lactiques) de taille inferieure a 10 urn Et il est precise, dans ce document, 
que cette taille est une limite maximale pour I'absorption au travers des tissus lymphoTdes des muqueuses (adminis- 
25 trations orale, nasale, rectale, ophtalmologique). 

Les techniques d'emulsion sont tres seduisantes a priori, car elles permettent la mise en oeuvre de la plupart des 
PA dans des microparticules, dont on peut controler la granulomere jusqu'a des tailles de I'ordre de 1 urn Mais, dans 
ces techniques, on a recours a des solvants organiques pour solubiliser les polymeres constitutifs des particules. Ces 
solvants sont, e. g. des cetones, des alcools, des amides ou leurs melanges. Et malheureusement, il s'avere que ces 
30 solvants peuvent etre denaturants, notamment pour les PA peptidiques ou polypeptidiques. 

On connaTt, egalement, des PV biocompatibles, formees en solution aqueuse sans elevation excessive de la 
temperature et appelees proteinoides. Ces PV ont ete decrites des 1970 par W. FOX et K. DOSE dans "Molecular 
Evolution and the origin of Life", Ed. Marcel DEKKER Inc. (1977). 

En s'inspirant de ces travaux, la demande de brevet WO 88/01 213 ('121 3) propose un systeme a delivrance de 
35 pa a base de proteinoides. Le polymere utilise est un melange de polypeptides artificiels obtenus par condensation 
thermique d'acides amines synthetiques ou naturels et/ou de petites chaines peptidiques. Le mode de condensation 
choisi conduit a des oligomeres ramifies et done tres peu solubles. II est ensuite procede a une selection par filtration 
de ces oligomeres ramifies, afin de recuperer les fractions hydrosolubles. Cette fraction est necessairement composee 
de reticulats ramifies de tres petite masse. Les microparticules selon cette invention sont obtenues par changement 
40 de pH qui cree la precipitation des oligomeres ramifies en proteinoides. 

Lorsque la solution dans laquelle s'effectue la precipitation contient des PA en solution, une partie d'entre eux est 
entrain ee dans le proteindide lors de sa formation. 
Les inconvenients de ce systeme sont : 

45 - un faible taux d'encapsulation, 

un procede de purification delicat, 

un enchainement non regulier (non alpha peptidique) des aminoacides du au mode de synthese qui ne permet 
pas d'affirmer que les reactions de degradation enzymatiques seront identiques a celles d'un alpha-polyaminoa- 
cide, 

50 - enfin, I'utilisation d'un grand nombre d'aminoacides monomeres differents, qui peut induire une reponse immuni- 
taire. 

La demande de brevet WO 93/25 589 porte sur Amelioration du procede de synthese de protenoTdes par con- 
densation thermique d'acides amines. 
55 Les proteinoides sont, cette fois encore, formes d'oligomeres ramifies de faibles masses molaires, constitues 

d'enchatnements irreguliers d'aminoacides. Le caractere hydrosoluble de ces oligomeres ramifies est obtenu : 

d'une part, par I'utilisation de tres faibles masses (entre 250 et 2 400), ce qui correspond a des enchainements 
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tres courts de 2 a 20 aminoacides, 

d'autre part, par le choix des aminoacides de depart. 

Comme precedemment, les proteinoTdes sont formes par precipitation declenchee par abaissement du pH des 
s oligomeres ramifies hydrosolubles. Lorsque cette precipitation a lieu en presence de PA hydrosolubles, une partie de 
ceux-ci est entraTnee dans le proteinoi'de lors de sa formation. Les taux d'encapsulation restent modestes : de 20 a 
40 %. Par ailleurs, I'abaissement du pH peut etre dommageable a certains PA. 

En outre, le fait de devoir realiser I'encapsulation a un pH particulier constitue une contrainte methodologique 
genante et limite I'utilisation de ces microparticules au pH de precipitation des proteinoi'des qui ne correspond pas 
10 necessairement aux pH biologiques. Par exemple, le pH peut varier de 2 a 7,5 dans le tractus gastro-intestinal. 

On mentionnera egalement, pour memoire, le brevet US 4 351 337 qui releve d'un domaine different de celui de 
la vectorisation de PA propre a I'invention. Ce brevet divulgue des implants fixes et localises a des endroits bien precis 
de I'organisme. De tels implants n'ont done rien a voir avec des formes administrables e. g. per os ou par injection. 
Lesdits implants peuvent etre, entre autres, des microcapsules spheriques de type matriciel ou a gangue, dont les 
is dimensions sont de I'ordre de 400-800 |um (fig. 8-9) et done bien superieures aux dimensions de I'ordre de 0,5 |um et 
10 ujti requises pour que les microparticules soient internalisees par les cellules de I'organisme. Ces implants sont 
realises a partir de materiaux polymeres du genre polyaminoacide (Leu/Glu notamment). Le formage de ces implants 
est effectue, e. g., a I'aide de solutions de polyaminoacides dans du dioxane, que Ton evapore in fine. 

Dans cet etat de connaissances, Tun des objectifs essentiels de la presente invention est de fournir des PV, en 
20 particulier submicroniques et microniques ; a base de polyaminoacides et susceptibles de servir de vecteurs d'un prin- 
cipe actif (PA), en particulier medicamenteux et/ou nutritionnel, pour I'administration dudit PA a un organisme humain 
ou animal, ces PV satisfaisant pleinement au cachier des charges explicite supra et repete ci-apres : 

1-11 devrait, avantageusement, etre possible de pouvoir disposer de PV de diametre moyen compris entre une 
25 fraction de micron et quelques microns, avec une repartition granulometrique etroite, de fagon a pouvoir adapter 

la granulometrie des PV au mode d'administration choisi et/ou le site therapeutique vise. Par exemple, si une 
immunisation mucosale par la voie orale est recherchee, la taille des PV doit etre comprise entre 0,5 ujti et 10 
|Lim, afin que les PV puissent penetrer les plaques de Peyer et atteindre les tissus lymphoides. Dans le cas d'une 
administration sous-cutanee, il y a avantage a disposer de PV de taille superieure a 1 0 jum pour que les particules 
30 ne rentrent pas dans la circulation generale ou elles sont rapidement internalisees par le systeme reticuloendo- 

thelial, mais qu'elles diffusent progressivement depuis leur site d'injection. 

Cette specification implique un controle dimensionnel des PV, a la fois sur la distribution de la granulometrie des 
PV et sur leur diametre moyen, qui represente une operation tres delicate sur le plan technologique. 

2 - II est souhaitable que les PVassurent la protection du PA jusqu'au site de liberation. Par exemple, dans une 
35 administration orale d'un PA forme par un vaccin, ce dernier gagnerait a etre protege, tout au long du tractus 

gastrointestinal. 

3 - II est preferable que le polymere, constituant les PV, soit biocompatible et biodegradable et, encore mieux, 
qu'il soit metabolise en produits non toxiques pour I'organisme. 

4 - II est egalement avantageux que le polymere, constitutif des PV, n'induise pas de reponse immunitaire (immu- 
40 nogeniale). 

5 - Enfin, il est egalement preferable que les PV puissent etre obtenues par un procede non denaturant pour le 
PA. Ainsi, I'usage de solvants organiques et/ou de temperatures elevees est a proscrire. 

Un autre objectif essentiel de I'invention est de fournir des PV a base de polyaminoacides qui soient d'une granu- 
45 lometrie moyenne controlable et ajustable, et ce, dans des ordres de grandeur variant de 200 u,m (MPV) jusqu'a quel- 
ques nanometres (NPV). 

Un autre objectif essentiel de I'invention est de fournir des PV qui soient simples a preparer (pH non agressif), 
stables a tout pH compris entre 4 et 13 et non immunogenes. 

Un autre objectif essentiel de I'invention est de fournir des PV a base de polyaminoacides qui soient faisables 
so industriellement et economiques et qui soient aptes a se charger en PA avec des forts taux de chargement. 

Un autre objectif essentiel de I'invention est de fournir un procede de preparation de MPV et/ou de NPV a base 
polyaminoacides et susceptibles d'etre utilisees comme vecteurs de PA, ledit procede se devant d'etre economique, 
simple a mettre en oeuvre, non denaturant pour les PA et devant, en outre, permettre une maitrise fine de la granu- 
lometrie moyenne des particules obtenues (maximum 200 u.m). 
55 Un autre objectif essentiel de I'invention est I'utilisation des susdites particules pour la preparation de medicaments 

(e. g. vaccins) et/ou de nutriments, en particulier pour administration per os, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, 
intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneal, intracerebral ou parenteral, de principes actifs, tels 
que des proteines, des glycoproteines, des peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonucleo- 
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tides et des polynucleotides. 

Un autre objectif essentiel de I'invention est de fournir un medicament du type systeme a liberation prolongee de 
PA, qui soit biocompatible et qui procure une haute biodisponibilite du PA. 

Un autre objectif essentiel de I'invention est de fournir un systeme de vectorisation de vaccins qui soit non immu- 
s nogene intrinsequement et en combinaison avec un ou plusieurs antigenes. 

Les objectifs relatifs aux produits, parmi d'autres, sont atteints par la presente invention qui concerne des particules 
de vectorisation de principe(s) actif(s), du type de celles a base de polyaminoacide(s) et de taille moyenne inferieure 
a 200 fam, caracterisees : 

10 - en ce que leurs polyaminoacides constitutifs comprennent au moins deux types d'aminoacides recurrents AAN et 
AAI : 

▲ le type AAN correspondant a un acide amine neutre hydrophobe, 

▲ et le type AAI correspondant a un acide amine a chatne laterale ionisable, au moins une partie des aminoacides 
15 recurrents de type AAI etant sous forme ionisee, les aminoacides recurrents de chaque type, AAN et AAI, 

etant identiques ou differents entre eux, 

et en ce que la masse molaire en poids M w des polyaminoacides est superieure ou egale a 4 000 D, de preference 
a 5 000 D. 

20 

II est du merite de la Demanderesse d'avoir procede a une selection parmi les polyaminoacides, pour ne retenir 
que ceux ayant pour trait d'etre non hydrosolubles, formant des suspensions colloTdales stables dans un large domaine 
de pH compatibles avec le pH des milieux physiologiques pour les applications visees et comportant un premier type 
de monomeres AAN forme par un acide amine neutre hydrophobe et au moins un deuxieme type de monomeres forme 
25 par un acide amine AAI, caracterise par une chame laterale de fonctionnalite carboxyle (Glu, Asp), ionisable a des pH 
physiologiques non denaturants pour les proteines. 

Selon une caracteristique de I'invention, ces polyaminoacides (PAA) sont lineaires et, plus preferentiellement en- 
core : presentent des enchatnements a-peptidiques. 

Avantageusement, les PAA, selectionnes comme elements constitutifs des PV de I'invention, peuvent etre des 
30 PAA "blocs" et/ou des PAA "statistiques". Les PAA "blocs" sont ceux ayant une structure ordonnee, sequentielle et 
alternee, dans laquelle les aminoacides sont repartis en blocs le long des chaTnes de polymeres. 

Les PAA "statistiques" sont ceux ayant une structure desordonnee, sequentielle et aleatoire, dans laquelle les 
aminoacides sont repartis de facon non reguliere le long des chaTnes de polymeres. 

S'agissant du rapport molaire AAN /AAI + AAN, il estfonction de la structure "bloc" ou "statistique" des PAA. Ainsi, 
35 ce rapport molaire est : 

> 6 %, de preference > 15 % pour les PAA "blocs", 

> 20 %, de preference > 25 % pour les PAA "statistiques". 

40 Selon une autre caracteristique de l'invention : la masse des polyaminoacides selectionnes est elevee. 

A cet egard, il convient de signaler que la masse molaire en poids (M w ) preferee, pour les polyaminoacides mis 
en oeuvre dans le cadre de I'invention, se definit differemment en fonction du type de polyaminoacide envisage. 
C'est ainsi que M w > 5 500 D, de preference est comprise entre 6 500 D et 200 000 D et, plus preferentiellement 
encore, entre 8 000 et 20 000 D, pour les polyaminoacides "blocs", tels que definis supra. 
45 Tandis que, pour les polyaminoacides "statistiques", definis eux aussi supra, Iv^ > 10 000 D, de preference comprise 
entre 20 000 D et 500 000 D et, plus preferentiellement, entre 20 000 D et 150 000 D. 

Ces polyaminoacides forment des polymeres amphiphiles pouvant interagir, a lafois avec des substances hydro- 
phobes et des substances hydrophiles, ce qui leur confere des proprietes remarquables comme tensioactifs ou comme 
dispersants. Mais, en plus de leurs proprietes amphiphiles, ces polyaminoacides se distinguent par une propriete 
50 nouvelle et tout a fait inattendue, les chaTnes de polyaminoacides en solution aqueuse s'associent spontanement et 
forment des particules qui peuvent s'associer avec des proteines. En pratique, ces particules forment, de preference, 
des matrices au sein desquelles sont disperses le (ou les) PA. La structure lineaire preferee par enchatnements a- 
peptidiques et la masse molaire elevee sont aussi des caracteristiques importantes de ces polyaminoacides. 

Ces PAA non hydrosolubles se distinguent par une propriete nouvelle et tout a fait inattendue. Mis au contact 
55 d'une solution aqueuse, ils forment spontanement, dans celle-ci, une suspension colloTdale de nanoparticules (NPV) 
susceptibles de s'agreger en microparticules (MPV). En outre, des proteines en solution peuvent s'associer sponta- 
nement avec ces particules pour former des particules chargees de PA. 

Cette decouverte est d'autant plus surprenante que I'enseignement de la demande WO 93/25 583 etait plutot de 
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nature a inciter I'homme du metier a orienter ses recherches d'un materiau ideal pour ('"encapsulation" de proteines, 
vers d'autres produits que les polyaminoacides. En effet, les nombreux essais, realises et donnes dans la demande 
de brevet WO 93/25 583, laissent a penser que, parmi tous les polyaminoacides testes, seuls ceux selectionnes et 
revendiques conviennent. Ce n'est qu'au terme d'une demarche inventive que la Demanderesse a pu prouver qu'il 
s n'en etait rien en proposant une autre selection de polyaminoacides ayant un comportement different de ceux selon 
le WO 93/25 583, ces PAA etant, en particulier : 

des PAA lineaires et de masses molaires elevees (superieures a 4 000 D), plutot que des petits oligomeres ramifies, 
des PAA insolubles ; plutot que solubles, et il est surprenant que ces PAA insolubles forment spontanement une 
10 suspension colloidale de NPV et que des proteines s'associent spontanement a ces NPV. 

Les polyaminoacides preferes sont des polymeres synthetiques lineaires, composes, avantageusement, d'a-ami- 
noacides lies par des liaisons peptides. II existe de nombreuses techniques synthetiques pour former des polymeres 
a blocs ou statistiques, des polymeres a chatnes multiples et des polymeres contenant une sequence determined 

is d'aminoacides (cf . Encyclopedia of Polymer Science and Engineering, volume 1 2, page 786 ; John Wiley & Sons). De 
nombreux derives d'aminoacides et de peptides ont ete utilises comme monomeres pour la preparation des polyami- 
noacides. Cependant, les monomeres servant le plus couramment sont les anhydrides des N-carboxy-a-aminoacides 
dont la preparation est donnee, par exemple, dans Biopolymers, t5, 1869 (1976). Les techniques de polymerisation 
de ces monomeres sont connues de I'homme de I 'art et sont detaillees dans I'ouvrage de H. R. KRICHELDORF "a- 

20 Aminoacid-N-Carboxy Anhydrides and Related Heterocycles" Springer Verlag (1 987); 

Les techniques de syntheses impliquent, generalement, de proteger les fonctions reactives des acides amines a 
chatnes laterales ionisables, afin qu'elles n'interferent pas lors de I'etape de polymerisation. II s'ensuit qu'une etape 
de deprotection est necessaire pour retablir la fonctionnalite des chatnes laterales ionisables du polymere. On peut 
citer, par exemple, les procedes de deprotection par saponification des esters methyliques (STAHMAN et coll ; J. Biol. 

25 Chem. , 1 97, 771 (1 952) ; KYOWA H AKKO, FR 2 1 52 582) ou de debenzylation [BLOUT et coll. ; J. Amer. Chem. Soc. , 
80, 4631 (1858)]. 

Avantageusement, les PV ont une concentration moyenne en polyaminoacide variant de 0,01 % a 25 % poids 
sec, de preference de 0,05 a 10 % poids sec. 

Selon un mode prefere de realisation des particules selon I'invention, I'AAN (ou les AAN) est(sont) choisi(s) dans 
30 la liste suivante : Leu - He - Val - Ala-Pro - Phe - et leurs melanges et I'AAI (ou les AAI) est (sont) forme(s) par le Glu 
et/ou I 'As p. 

De maniere plus preferee encore, les particules de I'invention sont caracterisees en ce que leurs polyaminoacides 
constitutifs comportent un seul type de monomeres AAI correspondant, de preference, a Glu et un seul type de mo- 
nomeres correspondant, de preference, a Leu. 
35 Le fait de limiter le nombre de comonomeres a deux seulement : un de type AAN et un de type AAI, permet de 

minimiser I'immunogenicite des particules. II s'agit la d'un avantage notable de cette forme preferee de realisation de 
I'invention. 

La tail le des particules de polyaminoacides selectionnes fait partie des elements fondamentaux de la presente 
invention. Avantageusement, ces particules ont une taille moyenne comprise entre 0,01 et 200 ujti, avec une repartition 
40 granulometrique etroite. 

L'un des atouts de I'invention est d'etre parvenue a un tres bon controle de la granulomere moyenne des particules 
et de leur repartition granulometrique. Ce controle passe par I'atteinte de tailles de particules extremement reduites, 
de I'ordre de quelques nanometres et de tres faible polydispersite, sachant qu'il est possible d'augmenter la taille de 
ces nanoparticules par agregation. Sans que celanesoit limitatif, on peut ainsidistinguer deux populations de particules 
45 en fonction de leurs tailles. 

La premiere de ces populations regroupe les particules de type NPV nanoparticules, de taille moyenne comprise 
entre 0,01 ujti et 0,5 ujti, de preference entre 0,03 et 0,4 

La deuxieme population comprend les particules de type MPV, de taille moyenne superieure a 0,5 um, de prefe- 
rence inferieure ou egale a 20 um 
50 Au sens de I'invention, on entend, par taille ou granulomere moyenne, la moyenne arithmetique des diametres 

en volume [D4,3] etablis par diffraction laser dans le cas des MPV, et le diametre de gyration mesure par diffusion 
elastique de la lumiere dans le cas des NPV. 

Les microparticules MPV sont, avantageusement, obtenues a parti r des nanoparticules NPV, e. g. par agregation. 

Selon une variante, les microparticules comprennent au moins un agent d'agregation. 
55 Conformement a une caracteristique preferee de I'invention, les particules comprennent au moins un principe actif. 

Le controle de la taille des MPV et NPV s'opere, egalement, par I'intermediaire de la composition des polyami- 
noacides mais aussi, pour une meme composition, de la structure ordonnee (sequentielle alternee, i. e. en blocs : Si) 
ou desordonnee (sequentielle aleatoire, i. e. statistique : S 2 ). 
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La nomenclature qui sera utilisee, dans le present expose, pour nommer les polyaminoacides est la suivante: 
poly AAN1/AAN2/.../AAI1/AAI2/...-A/B/C/D..., A, B, C, D... etant les pourcentages molaires des acides amines. De 
plus, on distingue la structure ordonnee en blocs de la structure desordonneeou statistique en ajoutant leterme "blocs". 
Par exemple, le copolymere statistique compose de 30 % de leucine et de 70 % d'acide glutamique est le poly Leu/ 
s Glu-30/70 et le copolymere avec la meme composition et de structure blocs (leu) n -(Glu) m est le poly Leu/Glu blocs- 
30/70. 

Suivant un mode prefere de realisation de I'invention, les particules sont caracterisees en ce que AAI = Glu et 
AAN = Leu. 

Outre les particules decrites supra a titre de produit nouveau perse, la presente invention a egalement pour objet 
10 un procede de preparation de particules a base de polyaminoacide(s) et susceptibles d'etre utilisees comme vecteurs 
de principe(s) actif(s) : caracterise : 

en ce que Ton met en oeuvre des polyaminoacides (PAA) : 

is A comprenant au moins deux types d'aminoacides recurrents AAN et AAI : 

le type AAN correspondant a un acide amine neutre hydrophobe, 

et le type AAI correspondant a un acide amine a chatne laterale ionisable, 

20 les aminoacides recurrents de chaque type AAN et AAI etant identiques ou differents entre eux, 

A le ratio molaire AAN / AAI + AAN etant > 3 %, de preference > 5 %., 

A la masse molaire en poids M w du (ou des) polyaminoacide(s) etant superieure ou egale a 4 000 D, de prefe- 
rence a 5 000 D, 

25 - en ce que Ton realise une dispersion de ces polyaminoacides dans un liquide, de preference dans une solution 
aqueuse saline, dont on a ajuste le pH a une valeur choisie de telle sorte qu'au moins une partie des aminoacides 
de type AAI soit sous forme ionisee, 

et en ce que Ton recueille ainsi une solution colloTdale de particules. 

30 La description des caracteristiques des PAA faite supra, dans le cadre de la presentation des particules, peut etre 

integralement transposed dans le present expose relatif au procede. 

Ce procede est Tun de ceux permettant d'obtenir les particules NPV presentees ci-avant. Ces particules peuvent done 
etre celles dans lesquelles I'AAN (ou les ANN) est(sont) choisi(s) dans la liste suivante : Leu - Me - Val - Ala - Pro -Phe 
- et leurs melanges et celles dans lesquelles I'AAI (ou les AAI) est(sont) forme(s) par le Glu et/ou I'Asp. 
35 La formation des NPV se produit done de maniere simple, dans une solution aqueuse saline (par exemple) et a 

un pH choisi de telle sorte qu'au moins une partie des monomeres AAI (de nature identique ou differente entre eux) 
soit sous forme ionisee. Cette generation spontanee de nanoparticules, par dispersion de copolyaminoacides en milieu 
salin, est remarquable de simplicite, d'economie et done de faisabilite industrielle. 

De plus, il est possible, par cette methode, d'eviter les solvants organiques, generalement utilises pour preparer 
40 ce type de particules et qui sont connus pour entrainer la denaturation des proteines. 

Les conditions d'obtention de ces NPV sont aisement maTtrisables par I'homme du metier. 

La formation de NPV depend, d'une part de la nature de la solution aqueuse de dispersion et, d'autre part, des 
caracteristiques du polyaminoacide. 

Les solutions aqueuses de dispersion des polyaminoacides doivent satisfaire certaines conditions de pH et de 
45 force ionique. On concoit, en effet, facilement que la stabilite des nanoparticules de polymeres, contenant des grou- 
pements ionises, depend de la force ionique. Quant au pH, il est bien sur fonction de la nature des groupements 
ionisables, dont il fixe la fraction f d'ionisation. Ainsi, pour des groupements carboxyliques, f croft avec le pH. 

En tout etat de cause, I'un des avantages certains du procede selon I'invention est de permettre la formation 
spontanee des NPV independamment du pH, dans un domaine etendu de pH compris entre 3 et 13, ce qui couvre 
so largement le domaine des pH biologiques et ouvre ainsi un large champ d'applications. 

Les NPV de polyaminoacides torment des solutions colloTdales. 

Pour ces polyaminoacides, les caracteristiques discriminantes de la formation de NPV sont : 

i) - la masse molaire, 
55 2i) - la nature des acides amines, 

3i) - les proportions en acides amines, 

4i) - la presence d'enchainements lineaires, de preference a-peptidiques, 

5i) - la repartition des acides amines le long des chaines de polymeres, de fagon reguliere ou aleatoire, suivant 
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des structures respectivement "blocs" ou "statistique". 
Ces caracteristiques sont discutees ci-dessous. 

Concernant I'influence de la masse molaire, on peut indiquer que la formation des NPV resulte de I'association 
s des acides amines entre les chaines de polyaminoacides et que celle-ci s'opere differemment suivant la structure et 
la masse molaire du polymere. 

Pour les polyaminoacides de structure "statistique", les polymeres de masses molaires superieures ou egales a 
10 000 D, de preference comprise entre 20 000 D et 500 000 D et, plus preferentiellement, comprises entre 20 000 D 
et 150 000 D, se dispersent facilement en solution aqueuse et forment des suspensions colloTdales de NPV stables. 
10 Dans les memes conditions, les polymeres de plus faible masse molaire ne forment pas de suspensions colloTdales 
stables, une partie des particules precipitent et les NPV, maintenues en dispersion, sont peu diffusantes. L'association 
des chaines de polymeres en NPV est done d'autant plus favorable que la masse molaire des polyaminoacides est 
elevee. 

Dans le cas des polyaminoacides de structure "blocs", l'association interchaines, entre des blocs d'acides amines 
is identiques, est favorisee, ce qui autorise I'utilisation de polymere de plus faible masse molaire que les polyaminoacides 
de structure "statistique". Les polymeres de masses molaires superieures ou egales a 5 000 D, de preference comprise 
entre 6 500 D et 200 000 D et, plus preferentiellement, comprise entre 8 000 D et 20 000 D, se dispersent facilement 
en solution aqueuse et forment des suspensions colloTdales de NPV stables. 

Concernant I'influence de la nature des acides amines et de leur proportion, on peut preciser que, dans le cas des 
20 PAA de leucine et d'acide glutamique, la fraction en leucine doit etre suffisamment elevee pour eviter que le polymere 
ne soit totalement soluble et assurer des interactions hydrophobes suffisantes pour que les chaTnes de polymeres 
s'associent en NPV. Ces interactions interchaines sont favorisees avec les polyaminoacides "blocs" et la fraction de 
leucine minimale necessaire pour former des NPV est plus faible avec les polymeres "blocs" qu'avec les polymeres 
"statistiques". On a pu montrer, par exemple, que la concentration critique en dessous de laquelle le polymere est 
25 soluble, est comprise entre 20 et 30 % pour les polymeres "statistiques" de leucine et d'acide glutamique. 

Pour la mise en oeuvre de la preparation de NPV conformes a I'invention, on fixe, avantageusement, la molarite 
de la solution saline entre 10" 4 et 1 M, de preference 10" 2 M a 0,5 M environ. 

Suivant une autre modalite pratique de I'invention, on choisit les concentrations en polymere dans la solution 
exprimees en % poids/volume, superieures ou egales a 10 -2 , de preference comprises entre 0,05 et 30 et, plus pre- 
30 ferentiellement encore, entre 0,05 et 5. 

Dans la mesure ou I'une des applications les plus remarquables des particules et leur procede d'obtention selon 
I'invention est le transport sous protection de principes actifs dans I'organisme humain ou animal, il est avantageux de 
prevoir, a cette fin, qu'au moins un principe actif soit dissous dans le milieu liquide de formation des particules. 

Cette mise en solution du principe actif, en particulier proteique et polypeptidique, s'effectue, de preference, avant 
35 introduction des polyaminoacides dans le milieu, de sorte que Ton obtienne, apres cette introduction, une solution 
colloTdale de particules chargees en principe actif. 

Sans vouloir etre lie par la theorie, on peut supposer que Interaction entre le PA et les polyaminoacides procede 
dissociations hydrophobes et electrostatiques. 

En resume, I'encapsulation selon I'invention consiste done a : 

40 

mettre en solution aqueuse le PA a encapsuler, 

et a disperser du polyaminoacide dans une solution aqueuse, puis a melanger la suspension colloTdale de nano- 
particules ainsi formee a la solution de PA, ou bien, et de fagon preferee, a disperser directement du polyaminoa- 
cide dans la solution de PA, de maniere a obtenir spontanement des nanoparticules chargees en PA. 

45 

Une des caracteristiques essentielles majeures de I'invention est que le phenomene d'association du (ou des) PA 
avec les particules est independant du pH. 

II a ete vu ci-dessus que la dispersion du copolyaminoacide dans le milieu liquide, salin de preference, constitue 
une etape cle du procede de preparation de particules eventuellement chargees en PA selon I'invention. Le procede 
50 selon I'invention se singularise, egalement, en ce qu'il comprend au moins une etape supplemental d'agregation des 
nanoparticules (NPV) en microparticules (MPV), de preference a I 'aide d'un sel et/ou d'un acide et/ou d'un polymere 
(avantageusement un polyelectrolyte). 

G race a cette caracteristique du procede de I'invention, il est possible d'agreger des NPV de taille comprise entre 
0,01 et 0,05 ujti, en MPV de taille comprise entre 0 ; 05 et 200 ujti, de preference entre 0,05 et 20 ujti et, plus idealement 
55 encore, entre 0,05 et 10 urn 

Cette agregation doit etre realisee dans des conditions non denaturantes pour le PA et la Demanderesse atrouve 
que I'addition, notamment de sels ou d'acides ou de polymeres cationiques, entraine I'agregation des NPV en MPV. 

L'addition de sels permet d'augmenter la force ionique du milieu et provoque I'agregation des NPV en ecrantant 
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les repulsions electrostatiques entre les particules. De plus, le sel peut aussi agir comme agent de reticulation des 
fonctions carboxyliques des polyaminoacides presentes a la surface des particules et provoquer ainsi leur agregation 
par complexation de plusieurs acides carboxyliques sur le cation du sel. Dans ce cas, on choisira, de preference, des 
sels polycationiques parmi ceux formant des complexes avec les acides carboxyliques, tels que les sels de Fe 2 ^ Fe 3+ , 
5 Zn 2+ , Ca 2+ , Al 2+ , Al 3+ et Cu 2+ 

L'addition d'acides diminue la fraction f d'ionisation en neutralisant les fonctions carboxyliques des polyaminoaci- 
des et entraine ainsi I'agregation des NPV en MPV. La fraction d'ionisation a laquelle s'opere I'agregation depend de 
la composition du polyaminoacide AAN/(AAN + AAI). Elle est d'autant plus faible que la proportion en AAI est elevee. 
L'acide qui est additionne est, avantageusement, un acide fort de pKa inferieur a celui des fonctions carboxyliques 
10 dans les polyaminoacides. 

Les polymeres cationiques agissent comme des agents d'agregation en associant les NPV : ils forment des com- 
plexes entre les fonctions carboxyliques a la surface des particules qui sont ainsi reliees entre elles par les molecules 
de polymeres cationiques. 

Les conditions d'agregation des NPV en MPV sont developpees dans les exemples. 
is En fin de procede, avec ou sans encapsulation de PA, on recupere les (nano) et les (micro)particules par tout 

moyen connu en soi et approprie. En pratique on peut, par exemple, faire usage de la centrifugation et la lyophylisation. 

Le principe act if, susceptible d'etre inclus ou incorpore (de preference selon une configuration de type matrice) 
dans les particules selon I'invention, obtenues ou non par le procede decrit supra, est medicamenteux et/ou nutritionnel. 
II est, de preference, choisi parmi : 

20 

A les proteines et/ou les peptides parmi lesquels les plus preferentiellement retenus sont : les hemoglobines : les 
cytochromes, les albumines, les interferons, les antigenes, les anticorps, la calatonine, I'erythropoietine, I'insuline, 
les hormones de croissance, le facteur IX, I'interleukine ou leurs melanges, 

A les polysaccharides, I'heparine etant plus particulierement selectionnee, 
25 A les acides nucleiques et, preferablement, les oligonucleotides d'ARN et/ou d'ADN, 

A et leurs melanges. 

Les PA, que Ton peut classer dans la categorie des medicaments et qui sont propres a etre vectorises par les 
particules selon l'invention ; sont les vaccins. Atitre d'exemple de produit nutritionnel, on peut citer les vitamines, les 
30 acides amines et les oligoelements. 

Selon un autre de ses aspects, I'invention vise egalement Putilisation de ces NPV et MPV chargees en PA, pour 
la fabrication de medicaments du type systemes a liberation controlee de PA. 

La presente invention concerne, enfin, les medicaments ou les specialties pharmaceutiques ou nutritionnelles 
comprenant les PV chargees en PA et definies ci-dessus. 
35 Dans le cas de medicaments, il peut s'agir, par exemple, de ceux adm in ist rabies, de preference par voie orale, 

nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebra- 
le ou parenterals 

Les applications de I'invention ne sont pas limitees a la vectorisation, au transport de PA de nature medicamenteuse 
ou nutritionnelle. En effet, il est tout a fait concevable que le PA, susceptible d'etre inclus ou incorpore dans les PV, 
40 soit au moins un produit cosmetique ou phytosanitaire. Les applications cosmetiques envisageables sont, par exemple, 
les compositions applicables par voies transdermiques. Les produits phytosanitaires concernes peuvent etre, par 
exemple, des herbicides, des pesticides, des insecticides, des fongicides, etc.. La presente invention a egalement 
pour objet les compositions phytosanitaires et cosmetiques comprenant des PV chargees en PA du type de ceux vises 
supra. 

45 Les exemples qui suivent permettront de mieux comprendre I'invention dans ses differents aspects produit/pro- 

cede/application. Ces exemples illustrent la prepration de particules de polyaminoacides charges ou non en principes 
actifs, de meme qu'ils presentent les caracteristiques de structure et les proprietes de ces particules. 

EXEMPLES 

50 

I - PREPARATION DES POLYAMINOACIDES TESTES 

Les polymeres mis en oeuvre dans les exemples sont des copolymeres synthetiques lineaires : de structures en 
blocs ou statistiques, a base de leucine et d'acide glutamique. Les polyaminoacides ont des masses molaires en poids 
55 M w , determinees par diffusion elastique de la lumiere dans le solvant acide trifluoracetique, comprises entre 50 000 
D et 150 000 D. 

Ces polymeres sont obtenus a partir du copolymere de leucine et de glutamate de methyle dont on retablit la 
fonctionnalite des chaTnes laterales ionisables du glutamate de sodium, en utilisant les procedes de deprotection con- 
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nus des esters methyliques decrits, par exemple, par STAHMAN et coll., J. Biol. Chem., 197, 771 (1952) ou dans le 
brevet KYOWA HAKKO, FR 2 152 582. 

Le copolymere de leucine et de glutamate de methyle est obtenu a partir des anhydrides des N-carboxy-a-ami- 
noacides (NCA) de leucine et de glutamate de methyle, dont la preparation est donnee par exemple dans Biopolymers, 
5 15, 1869 (1976). Les techniques utilisees, pour la polymerisation des NCA en polymeres de structures en blocs ou 
statistiques sont connues de I'homme de I'art et sont detaillees dans I'ouvrage de H. R. KRICHELDORF "a-aminoaci- 
des-N-Carboxy Anhydrides and Related Heterocycles", Springer Verlag (1987). 

EXEMPLE 1: SYNTHESE D'UN POLYAMINOACIDE "STATISTIQUE", LE POLY(LEU/GLU) 50/50. 

10 

ETAPE 1): COPOLYMERISATION DES NCA- LEU ET NCA-GLU(OME) : POLY(LEU-CO-GLU(OME)) 50/50 : 

Dans un reacteur de 1 1 , muni d'un agitateur en verre, d'une arrivee d'azote et d'une sortie reliee a un bulleur, on 
introduit, sous courant d'azote, 1 5,0 g de N-carboxyanhydride de la glutamate de methyle (NCA-Glu(OMe) : 0,08 mole) 

is et 12,5 g de N-carboxyanhydride de la leucine (NCA-Leu : 0,08 mole). 381 ml de dioxane sont rajoutes et le milieu 
reactionnel est porte a 40 °C. Apres dissolution des NCA, on introduit 24 ml d'eau, suivi de 0,22 ml de triethylamine 
(soit 1 % molaire par rapport aux NCA). Le suivi de la polymerisation est effectue par IR en observant la disparition 
des bandes carbonyles a 1 860 et 1 790 cm -1 . La duree de polymerisation varie entre 1 ,5 h et 3 h selon la composition 
des monomeres. Apres disparition totale des bandes, le milieu reactionnel est dilue par 380 ml de dioxane, puis ho- 

20 mogeneise pendant 3 h a temperature ambiante. Le copolymere est recupere par precipitation dans 5 I d'eau sous 
bonne agitation. Le produit est filtre et seche a 50 °C sous vide pendant 12 h. 

La masse de copolymere obtenu est de 18,4 g : soit un rendement ponderal de 90 %. RMN 1H (acide trifluoroa- 
cetique-d) : 0,85 ppm (CH 3 -Leu, 6H*0,5); 1,58 (CH 2 et CHMe 2 Leu, 3H*0,5); 2,10 et 2,22 (CH 2 -Glu, 2H*0,5) ; 2,58 
(CH 2 -Glu ; 2H*0,5); 3,75 (CH 3 -Glu, 3H*0,5) ; 4 ; 62 (NCHCO-Leu, 1H*0,5) ; 4,70 (NCHCO-Glu : 1H*0,5). Viscosite re- 

25 duite (0,5 g/dl dans I'acide trifluoroacetique) a 25 °C = 2,2 dl/g. 

ETAPE 2): HYDROLYSE DE L'ESTER METHYLIQUE DU POLY(LEU-CO-GLU(OME)) 50/50 : 

Le copolymere obtenu precedemment (17,7 g) est place dans un reacteur dans lequel on rajoute 354 ml d'acide 
30 trifluoroacetique. Le milieu reactionnel est porte a 40 °C sous agitation. Lorsque le copolymere est totalement dissous, 
on rajoute 354 ml d'eau par petites quantites. Le milieu reactionnel est maintenu sous agitation pendant 48 h. 

Le polymere est recupere par precipitation dans 5 1 d'eau. Apres filtration, il est a nouveau mis en suspension et 
agite dans I'eau pendant 0,5 h, puis filtre et essore. La purification s'effectue par dialyse dans I'eau. 

Rendement 15, 9g (95%). RMN 1 H (acide trifluoroacetique-d) : identiqueaux polymeres de depart a une exception, 
35 le signal a 3,75 (CH 3 -Glu) est fortement diminue ou absent. Dans le cas present, le taux d'esters residuels est inferieur 
a 1 % par rapport aux monomeres glutamate. Viscosite reduite (0,5 g/dl dans I'acide trifluoroacetique) a 25 °C = 0,95 
dl/g. 

EXEMPLE 2 : SYNTHESE DUN POLVAMI NO ACIDE "BLOC", LE POLY(LEU/GLU) 50/50 DIBLOCS. 

40 

Dans un reacteur de 1 1, on introduit sous agitation 15,0 g de NCA-Glu(OMe) (0,08 mole) et 180 ml de dioxane. 
Apres dissolution, on rajoute 180 ml de toluene et le milieu est porte a 60 °C. On effectue le spectre IR de la solution 
avant de rajouter 0,156 g de benzylamine (1,58 % molaire/NCA). Le milieu reactionnel se trouble rapidement et, au 
bout de 40 minutes, les bandes caracteristiques a 1 860 et 1 790 cm -1 ont disparu. 

45 Apres une heure, on introduit une solution de 12,5 g de NCA-Leu (0,08 mole) dans un melange dioxane/toluene 

(15 ml de chaque). L'agitation est poursuivie pendant 18 h (cette duree n'a pas ete optimisee). Les bandes carbonyles 
ont alors disparu. On ajoute 100 ml de dioxane et le milieu reactionnel est homogeneise pendant 1 h. Le copolymere 
est precipite dans 3 1 d'ethanol absolu sous forte agitation. II est lave avec 1 I d'ethanol, filtre, essore et enfin seche 
a 50 °C sous vide pendant une nuit. La masse de produit recuperee est de 1 9,5 g (rendement = 95 %). RMN 1 H (acide 

50 trifluoroacetique-d) : 0,85 ppm (CH 3 -Leu, 6H*0,5) ; 1 ,58 (CH 2 et CHMe 2 Leu, 3H*0,5) ; 2, 1 0 et 2,22 (CH 2 -Glu, 2H*0,5) ; 
2.58 (CH 2 -Glu ; 2H*0,5) ; 3,75 (CH 3 -Glu, 3H*0,5) ; 4,62 (NCHCO-Leu, 1 H*0,5) ; 4,70 (NCHCO-Glu, 1 H*0,5). Viscosite 
reduite (0,5 g/dl dans I'acide trifluoroacetique) a 25 °C = 0,62 dl/g. 

La deuxieme etape d'hydrolyse des esters methyliques est identique a celle decrite dans I'exemple 1 : etape 2. 
Rendement 95 %. RMN 1H (acide trifluoroacetique-d): identique aux polymeres de depart a une exception, le signal 

55 a 3,75 (CH 3 -Glu) est fortement diminue ou absent. Dans le cas present, le taux d'esters residuels est inferieur a 1 % 
par rapport aux monomeres glutamate. Viscosite reduite (0,5 g/dl dans I'acide trifluoroacetique) a 25 °C = 0,55 dl/g. 
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EXEMPLE 3: SYNTHESE D'UN POLYAMINOACIDE "BLOC", LE POLY(GLU/LEU/GLU) 29/57/1 4 TRIBLOCS. 

Dans un reacteur de 1 I, on introduit sous agitation 7,5 g de NCA-Glu(OMe) (0,04 mole) et 180 ml de dioxane. 
Apres dissolution, on rajoute 180 ml de toluene et le milieu est porte a 60 °C. On effectue le spectre IR de la solution 

s avant de rajouter 0,156 g de benzylamine. 

Apres ladisparition totale du monomere, on introduit une solution de 12,5 g de NCA-Leu (0,08 mole) dans un melange 
dioxane/toluene (15 ml de chaque). L'agitation est poursuivie pendant 18 h. Ensuite ; on introduit a nouveau 7,5 g de 
NCA-Glu(OMe) (0,04 mole) qu'on permet de reagir pendant 12 heures. On ajoute 100 ml de dioxane et le milieu 
reactionnel est homogeneise pendant 1 h. Le copolymere est precipite dans 3 I d'ethanol absolu sous forte agitation. 

10 || est lave avec 1 1 d'ethanol, filtre, essore et enfin seche a 50 °C sous vide pendant une nuit. La masse de produit 
recupere est de 19,4 g (rendement = 95 %). RMN 1H (acide trifluoroacetique-d) : 0,85 ppm (CH 3 -Leu, 6H*0,5) ; 1,58 
(CH 2 et CHMe 2 Leu, 3H*0,5) ; 2,10 et 2,22 (CH 2 -Glu, 2H*0,37) ; 2,58 (CH 2 -Glu; 2H*0,37) ; 3,75 (CH 3 -Glu, 3H*0 : 37) ; 
4,62 (NCHCO-Leu, 1H*0,5) ; 4,70 (NCHCO-Glu ; 1H*0,37). Viscosite reduite (0,5 g/dl dans I'acide trifluoroacetique) a 
25 °C = 0,58 dl/g. 

is La deuxieme etape d'hydrolyse des esters methyliques est identique a celle decrite dans I'exemple 1 : etape 2. 

RMN 1 H (acide trifluoroacetique-d) : identique aux polymere de depart a une exception, le signal a 3,75 (CH 3 -Glu) est 
fortement diminue ou absent. Dans le cas present, le taux d'esters residuels est inferieur a 1 % par rapport aux mo- 
nomeres glutamate. Viscosite reduite (0,5 g/dl dans I'acide trifluoroacetique) a 25 °C = 0,38 dl/g. 

20 || - FORMATION DE NANOPARTICULES DE POLYAMINOACIDES (NPV) AVEC OU SANS INCORPORATION DE 
PRINCIPES ACTIFS 

//.1 - INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN AAN SUR LA FORMATION DE PARTICULES 

25 EXEMPLE 4 : FORMATION DE NANOPARTICULES DE POLY(LEU/GLU) 30/70, 50/50, 75/25 DE STRUCTURE 
"STATISTIQUE". 

100 mg de copolyaminoacides statistiques de leucine et de glutamate de sodium, decomposition Leu/Glu = 30/70 
et de masse molaire M w = 36 000 D, sont disperses dans 100 ml d'une solution de chlorure de sodium de molarite 
30 10 -2 mol/l. Quel que soit le pH de la solution compris entre 4,5 et 12 que Ton peut ajuster par addition d'acide chlorhy- 
drique ou d'hydroxyde de sodium, le polymere forme, spontanement, une dispersion colloTdale de nanoparticules. En 
milieu acide de pH inferieur a 4,5, qui correspond a une fraction d'ionisation f egale a 0,05, le polymere lyophilise ne 
se disperse pas dans la solution et reste insoluble. 

Le tableau 1 ci-dessous rassemble les observations realisees dans les memes conditions de dispersion, avec les 
35 copolyaminoacides statistiques de leucine et de glutamate de sodium, de composition Leu/Glu = 50/50 et 75/25 et de 
masse molaire M w egales, respectivement, a 60 000 D et 34 000 D. 

Tableau 1 

40 



POLYAMINOACIDES 


DOMAINE PH D'EXISTENCE 
0ES NANOPARTICULES 


Fraction d'ionisation f 

DE L* ACIDE GLUTAMIQUE 


POLY Leu/Glu-30/70 


[4,5-12] 


> 0,05 


Poly Leu/Glu-50/50 


[4,7-12] 


> 0,05 


Poly Leu/Glu-75/25 


[6,2-12] 


> 0,30 



55 
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EXEMPLE 5: FORMATION DE NANOPARTICULES DE POLY(LEU/GLU) 20/80, 40/60, 50/50 DE STRUCTURES 
"BLOCS". 

100 mg de copolyaminoacides blocs de leucine et de glutamate de sodium, de composition Leu/Glu = 50/50 et de 
s masse molaire M w = 1 4 600 D, sont disperses dans 1 00 ml d'une solution de chlorure de sodium de molarite 1 0 -2 mol/ 

I. Quel que soit le pH de la solution, compris entre 3 et 12, que Ton peut ajuster par addition d'acide chlorhydrique ou 
d'hydroxyde de sodium, le polymere forme spontanement une dispersion colloTdale de nanoparticules qui diffusent la 
lumiere et conferent a la solution une turbidite elevee. Les nanoparticules de polymere ne decantent pas lorsque la 
solution est laissee plusieurs heures au repos a temperature ambiante comprise entre 15 et 20 0 C. En milieu acide 

10 de pH inferieur a 3, le polymere ne se disperse pas dans la solution et reste insoluble. 

Dans les memes conditions a pH compris entre 3 et 12, les poly(Leu/Glu) 20/80, 40/60 de structures "blocs", de 

masse molaire M w respectivement egales a 1 1 000 D, 1 5 000 D, se dispersent et torment des suspensions colloTdales. 

Ces suspensions colloTdales diffusent d'autant plus la lumiere que la proportion de leucine dans le polymere est elevee. 

A pH inferieur a 3, on observe, de la meme facon que pour le poly(l_eu/Glu) 50/50, que les polymeres ne se dispersent 
is pas et restent insolubles. 

EXEMPLE 6: SOLUBILITE DU POLY(LEU/GLU) 18/82 DE STRUCTURE "STATISTIQUE". 

Cet exemple montre que les copolymeres de leucine et de glutamate de sodium de composition Leu/Glu = 18/82 
20 ne forment pas de nanoparticules, car ils sont totalement solubles dans I'eau, quel que soit le pH < 4,5. 

1 0 mg de poly Leu/Glu-1 8/82 lyophilise sont disperses dans 0,5 ml d'une solution de chlorure de sodium de molarite 
10 -2 mol/l. Le polymere est totalement dissous et la solution est limpide. 

11 ne se forme pas de nanoparticules. 

25 EXEMPLE 7: STABILITE DES SUSPENSIONS COLLOI DALES DE DIFFERENTS POLY(LEU/GLU). 

1 00 mg des copolyaminoacides statistiques de leucine et de glutamate de sodium de composition Leu/Glu = 30/70, 
50/50, 75/25 et de masse molaire M w , egale, respectivement, a 36 000 D, 60 000 D et 34 000 D, sont disperses dans 
10 ml, 5 ml et 2 ml d'une solution d'hydroxyde de sodium de molarite 10" 2 mol/l, formant ainsi des solutions de con- 
30 centration 1 %, 2 % et 5 % p/v de chacun des polyaminoacides. Les dispersions sont ensuite laissees en test de 
stabilite a temperature ambiante (15-25 °C) pendant 4 mois. A Tissue de cette periode, les nanoparticules n'ont pas 
decante et la diffusivite des solutions n'a pas change. 

EXEMPLE 8 : FORMATION DE NANOPARTICULES DE POLY(LEUZGLU) 50/50 DE STRUCTURE "STATISTIQUE" 
35 ET DE STRUCTURE "BLOCS", DANS UN TAMPON PHOSPHATE ISOTONIQUE. 

100 mg de polyaminoacides poly(Leu/Glu) 50/50, de structure "statistique" et de masse molaire M w egale a 60 
000 D, sont disperses dans une solution de pH = 7,4 isotonique, contenant 0,01 mol/l de tampon phosphate, 0,138 
mol/l de chlorure de sodium et 0,0027 mol/l de chlorure de potassium (PBS, voir catalogue SIGMA P441 7). Le polymere 
40 forme spontanement une dispersion colloTdale de nanoparticules qui diffuse la lumiere. Les nanoparticules de polymere 
ne decantent pas lorsque la solution est laissee plusieurs heures au repos a temperature ambiante entre 15 et 20 °C. 

Dans les memes conditions, lorsque Ton disperse 100 mg de polyaminoacides poly(Leu/Glu) 50/50 blocs et de 
masse molaire M w egale a 14 600 D, dans une solution tampon PBS, on obtient une suspension stable a temperature 
ambiante de nanoparticules qui diffuse la lumiere avec une turbidite elevee. 

45 

II. 2 - DIMENSIONS ET STRUCTURE DES NANOPARTICULES DE POLY(LEUZGLU) DE STRUCTURE "STATISTI- 
QUE" ETDE STRUCTURE "BLOC" 

Les nanoparticules de polyaminoacides forment une solution colloTdale. Les mesures par diffusion statique ou 
50 quasi elastique de la lumiere permettent de mesurer la taille et la densite de polymere dans les nanoparticules. 

Le tableau 2 ci-dessous regroupe des mesures effectuees a partir des polyaminoacides statistiques de composi- 
tions Leu/Glu = 30/70, 50/50 et de masses molaires Mw comprises entre 46 000 D et 21 000 D, ainsi que du polyami- 
noacide "bloc" de compositions Leu/Glu 20/80, 50/50 de masses molaires comprises entre 11 000 D et 16 300 D. Pour 
ces mesures, les polyaminoacides sont disperses dans une solution de pH = 7,4 isotonique, contenant 0,01 mol/l de 
55 tampon phosphate, 0,138 mol/l de chlorure de sodium et 0,0027 mol/l de chlorure de potassium (voir catalogue SIGMA 
P4417). 
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Tableau 2 



Poly amino acides 


Masse molaire 
du 

POLVAMINOACIDE 


Rayon de 
giration des 

PARTICULES EN 

am 


POURCENTAGE EN 
POIDS (p/v) DE 
POLYMERE 
DANS LES 
PARTICULES 


Poly(Leu/Glu) 30/70 


43 000 D 


70 


1,2 


Poly(Leu/Glu) 30/70 


23 000 D 


58 


1,0 


Poly(Leu/Glu) 50/50 


46 000 D 


73 


2,6 


Poly(Leu/Glu) 50/50 


21 000 D 


55 


4,3 


Poly(Leu/Glu) 50/50 blocs 


14 600 D 


140 


3,6 


Poly(Leu/Glu) 50/50 blocs 


16 300 D 


120 


5,5 


Poly(Leu/Glu) 20/80 blocs 


11 000 D 


59 


5,4 



30 

Les dimensions des nanoparticules varient avec la composition des polyaminoacides. Pour une meme composition, 
elles dependent de la structure dibloc ou desordonnee des chaTnes de polyaminoacides. 

De plus, les repartitions des diametres des nanoparticules de polyaminoacides sont d'apres les analyses par 
diffusion quasi elastique de la lumiere, monomodales et resserrees autour de leur valeur moyenne. Les largeurs des 
35 distributions obtenues sont comparables ou inferieures a celle du polystyrene de polydispersite egale a 1,2. La con- 
centration de polymere dans les nanoparticules est remarquablement faible et toujours inferieure a 6 % p/v. Elle depend 
de la composition et de la structure dibloc ou desordonnee des polyaminoacides. 

Par ailleurs, I'observation par microscopie electronique (TEM a coloration negative) montre que les nanoparticules 
ont une forme spherique ou legerement allongee. 

40 

11.3 - IMMUNOGENICITE DES NANOPARTICULES 

EXEMPLE 9 POUVOIR IMMUNOGENE DES NANOPARTICULES DE POLY(LEU/GLU) 40/60, 50/50, 60/40 BLOCS. 

45 Les poly(Leu/Glu) 40/60, 50/50, 60/40 blocs, de masses molaires egales environ a 1 2 000 D, sont disperses dans 

une solution de pH = 7,4 isotonique, contenant 0,01 mol/l de tampon phosphate, 0,1 38 mol/l de chlorure de sodium et 
0,0027 mol/l de chlorure de potassium (voir catalogue SIGMA P4417). La concentration en polymere est egale a 2,5 
mg/ml. Les suspensions sont turbides et filtrees sans difficulty particuliere sur une membrane de polysulfone de po- 
rosite 0,2 \i\r\, afin de les steriliser. 

50 Les animaux utilises sont des souris (lot de cinq souris par polymere teste) de souche non consanguine OF1 . 

Les suspensions de polymeres sont injectees par voie sous-cutanee, a hauteur de 100 uJ de suspension (250 uxj 
de polymere) par injection. Une premiere injection est realisee au temps JO, un rappel est effectue au temps J35. Le 
prelevement est effectue au temps J42, soit 7 jours apres la deuxieme injection. Les prelevements sanguins sont 
laisses 24 heures a temperature ambiante, puis sont centrifuges 10 min a 3 000 tr/min. 

55 Les serums sont anlyses par dosage ELISA. Aucun anticorps anti-polymere n'a ete detecte dans les serums, y 

compris a des faibles dilutions en serum (1/10). Cet exemple montre que les nanoparticules de poly(Leu/Glu) 40/60, 
50/50, 60/40 blocs n'induisent pas de reponse immunitaire specifique. 
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11.4 - ASSOCIATION DES NANOPARTl CULES AVEC LES PROTEINES MODELES COLOREES 

Le procede d'encapsulation est decrit avec, pour proteines modeles, I'hemoglobine, les cytochromes C de coeur 
de cheval et de Saccharomyces cerevisea. L'association entre les nanoparticules de poly me re et les proteines est 
s mise en evidence par ultracentrif ugation analytique. Les solutions de polymeres et proteines sont centrifugees a gran- 
des vitesses et I'avancement des fronts de sedimentation du polymere et des proteines est suivi par la mesure de la 
densite optique aux longueurs d'onde a 250 nm et a 410 nm. 

L'association entre les proteines et les particules colloTdales est caracterisee par I'existence d'un front unique de 
sedimentation correspondant a la superposition des fronts de sedimentation aux deux longueurs d'onde. Dans le cas 
10 contraire, en absence dissociation, les fronts de sedimentation de la proteine et des particules colloTdales sont distincts 
et ne se superposent pas. 

EXEMPLE 10 : ASSOCIATION DU POLY(LEU/GLU) 30/70 AVEC LE CYTOCHROME C. 

is 10 mg de cytochrome C sont dissous dans 100 ml d'une solution tampon de phosphate de sodium de pH egal a 

7,2 et de molarite 0,01 mol/l. 1 00 mg de poly Leu/Glu 30/70, de masse molaire M w = 36 000 D, sont ensuite disperses 
directement dans cette solution. La plupart du cytochrome C sedimente avec les particules colloTdales de polymere 
lors de la centrif ugation. L'analyse de la densite optique des fronts de sedimentation montre que 80 % du cytochrome 
sont associes aux particules colloTdales. 

20 

EXEMPLE 11 : ASSOCIATION DU POLY(LEU/GLU) 50/50 AVEC LE CYTOCHROME C. 

10 mg de cytochrome C sont dissous dans 100 ml d'une solution tampon de phosphate de sodium de pH egal a 
7,2 et de molarite 0,01 mol/l. 200 mg de poly Leu/Glu-50/50, de masse molaire M w = 60 000 D, sont ensuite disperses 
25 directement dans cette solution. La plupart du cytochrome C sedimente avec les particules colloTdales de polymere 
lors de la centrifugation. L'analyse de la densite optique des fronts de sedimentation montre que plus de 80 % du 
cytochrome sont associes aux particules colloTdales. 

EXEMPLE 12 : ASSOCIATION DU POLY (LEU/GLU) 30/70 AVEC L'HEMOGLOBINE. 

30 

Dans cet exemple, la suspension colloTdale du polyaminoacides et de la proteine est preparee de deux facons 
differentes, a partir de la meme solution que celle de I'exemple 4, mais en modifiant I'ordre de mise en solution. 

1 - Le poly Leu/Glu -30/70, de masse molaire M w = 90 000 D, est disperse dans la solution d'hemoglobine suivant 
35 les memes conditions que celles de I'exemple 4. L'analyse par ultracentrifugation de la suspension colloTdale 

montre l'association de I'hemoglobine et du polyaminoacides dans les nanoparticules. 

2 - Le poly Leu/Glu -30/70, de masse molaire M w = 40 000 D, est disperse dans la solution tampon ne contenant 
pas d'hemoglobine. La suspension colloTdale formee est ensuite melangee avec la solution d'hemoglobine. Dans 
ce cas, une fraction importante de I'hemoglobine, estimee a 80 %, n'est pas associee aux nanoparticules de 

40 polyaminoacides et l'analyse par ultracentrifugation montre deux fronts de sedimentation correspondant, respec- 

tivement, aux nanoparticules de polyaminoacides et a I'hemoglobine. 

La premiere etape de mise en solution de la proteine, avant dispersion du polyaminoacide, assure, dans le cas 
de I'hemoglobine, un meilleur rendement d'encapsulation. 

45 

II. 5 - ASSOCIATION DES NANOPARTICULES AVEC LES PROTEINES 

EXEMPLE 13 : ASSOCIATION DU POLY(LEU/GLU) 30/70 EN PRESENCE D'OVALBUMINE 

50 Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire M w = 90 000 D, est disperse dans une solution de chlorure de sodium 

dans les memes conditions que celles de I'exemple 2, 4 ou 5 avec, en plus ; de I'ovalbumine. Les caracteristiques des 
particules colloTdales analysees par diffusion de la lumiere sont identiques a celles formees en absence de proteine. 
La proteine n'empeche done pas l'association des polyaminoacides en nanoparticules etceci pour des concentrations 
en proteine pouvant atteindre 20 % p/p par rapport au polyaminoacide. 

55 

EXEMPLE 14 : ASSOCIATION DU POLY(LEU/GLU) 50/50 BLOCS AVEC L'INSULINE 

A partir d'une solution isotonique de pH = 7,4 contenant 0,01 mol/l de tampon phosphate, 0, 1 38 mol/l de chlorure 
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de sodium et 0,0027 mol/l de chlorure de potassium, on prepare une solution d'insuline humaine recombinante (SIGMA, 
reference 10259) de concentration 1 mg/ml. Dans 5 ml de cette solution d'insuline, on disperse 50 mg de poly(Leu/ 
Glu) 50/50 blocs de masse molaire egale a 12 400 D. On obtient une suspension tres turbide et stable. Par ultra- 
filtration sur membrane de cut-off 300 000 D (Millipore, filtre Ultrafree-CI.), on separe Pinsuline libre en solution que 
5 Ton dose dans le filtrat par chromatographie HPLC, de I'insuline associee avec les nanoparticules. On mesure ainsi, 
par difference avec la quantite d'insuline libre, la quantite d'insuline associee aux nanoparticules egale a 0 ; 65 mg/ml. 

EXEMPLE 15: ASSOCIATION DU POLY(LEU/GLU) 50/50 DE STRUCTURE "STATISTIQUE" AVEC L'INSULINE. 

10 On procede dans des conditions identiques a celles de I'exemple 1 4 en utilisant le poly(Leu/Glu) 50/50 de structure 

"statistique" a la place du poly(Leu/Glu) 50/50 blocs. La quantite d'insuline, associee aux nanoparticules, est egale a 
0,60 mg/ml. 

Ill ■ AG REG ATI ON DES NANOPARTICULES 

15 

HI. I - AGREGATION PAR ADDITION D'UN SEL 

EXEMPLE 16: AGREGATION PAR ADDITION DE SULFATE D'AMMONIUM. 

20 1 00 mg de poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire M w = 36 000 D, sont disperses dans 200 ml de solution tampon 

d'acide citrique et de phosphate de sodium de molarite 0,05 mol/l et de pH egal a 5. Une solution concentree de sulfate 
d'ammonium est additionnee lentement a la dispersion. Le volume verse est suffisamment faible devant celui de la 
solution de dispersion, jusqu'a agregation des NPV en MPV. Les MPV ainsi obtenus ont un diametre moyen egal a 8 ujti. 

25 HI. 2 - AGREGATION PAR ABAISSEMENT DE pH 

Les fonctions carboxyliques laterales des polyaminoacides dans les nanoparticules sont partiellement ionisees. 
Leur neutralisation, par addition d'un acide, entraine l'agregation des nanoparticules. 

L'agregation peut etre realisee avec les acides dont la constante de dissociation (Ka) est inferieure a celle des 
30 fonctions carboxyliques laterales des polyaminoacides. 

EXEMPLE 17: AGREGATION PAR ADDITION D'ACIDE CHLORHYDRIQUE. 

Les polyaminoacides statistiques de composition Leu/Glu = 30/70, 50/50 et 75/25 et de masses molaires M w , 
35 egales respectivement a 36 000 D, 60 000 D et 34 000 D, sont disperses dans des solutions tampons d'acide citrique 
et de phosphate de sodium de molarite 0,05 mol/l et de pH egal a 5. Les concentrations des polyaminoacides sont de 
0,01 % p/v pour les polyaminoacides de composition Leu/Glu-30/70 et 50/50 et 0,005 % p/v pour celui de composition 
75/25. 

L'agregation des nanoparticules en suspension colloidale est realisee par addition progressive d'une solution 0,1 
40 mol/l d'acide chlorhydrique, jusqu'a agregation des NPV en MPV. Les resultats des mesures de granulomere des 
MPV sont regroupes dans le tableau 3 suivant. 



Tableau 3 

45 



Polyaminoacides 


DlAMfcTCE MOYEN 0-tm) 


Distribution 


Poly Leu/Glu-30/70 


20 /im 


[2 ; 100] fim 


Poly Leu/Glu-50/50 


6 fxm 


[2 ; 15] fim 


Poly Leu/Glu-75/25 


3 /xm 


[0,5 ; 8] fim 
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111. 3 - AGREGATION PAR COMPLEXATION AVEC UN POLYMERE CATIONIQUE 

EXEMPLE 1 8 : AGREGATION DES NANOPARTICULES DE POLY Leu/Glu-50/50 PAR COMPLEXATION AVEC LA 
POLY D,L-LYSINE. 

5 

Les fonctions carboxyliques laterales des polyaminoacides dans les nanoparticules sont partiellement ionisees. 
Leur complexation avec un polymere cationique, tel que la polyLysine, entrame I'agregation des nanoparticules. 

1 0 mg de poly Leu/Glu-50/50, de masse molaire M w = 60 000 D, sont disperses dans 1 00 ml d'une solution tampon 
de phosphate de sodium de molarite 0,01 mol/l et de pH egal a 6. L'addition de 15 mg de bromure d'hydrogene de 
10 poly D ; L-Lysine, de masse molaire M w = 1 5 000 D, permet d'agreger les nanoparticules de polymere en microparticu les. 
Le diametre moyen des microparticules est compris entre 10 et 20 ujti en faisant varier le pH entre 2 et 9 par addition 
d'acide chlorhydrique ou d'hydroxyde de sodium. 

111.4 - ENCAPSULATION DE PROTEINES PAR AGREGATION DES NANOPARTICULES 

15 

EXEMPLE 19: ENCAPSULATION DU CYTOCHROME C PAR COMPLEXATION AVEC LA POLY D, L-LYSINE. 

Dans 100 ml d'une solution tampon de phosphate de molarite 0,01 mol/l, de pH egal a 6 et contenant 10 mg de 
cytochrome C de coeur de cheval, on disperse 10 mg de poly(Leu/Glu) 50/50, de masse molaire M w = 60 000 D. 
20 L'addition de 15 mg de bromure d'hydrogene de poly D,L lysine, de masse molaire M w = 15 000 D. permet d'agreger 
les nanoparticules de polymeres en microparticules. Par centrifugatioa les microparticules sont sedimentees ; la co- 
loration rouge du culot de centrifugation montre que la quasi totalite du cytochrome a sedimente avec les nanoparti- 
cules; ce qui montre que le cytochrome est encapsule dans les microparticules. 

25 

R even di cat ions 

1 . Particules de vectorisation de principe(s) actif (s), du type de celles a base de polyaminoacide(s) et de taille moyen- 
ne inferieure a 200 jwn, 

30 caracterisees : 

en ce que leurs polyaminoacides (PAA) constitutifs comprennent au moins deux types d'aminoacides recur- 
rents AAN et AAI : 

35 A le type AAN correspondant a un acide amine neutre hydrophobe, 

▲ et le type AAI correspondant a un acide amine a chatne laterale ionisable, au moins une partie des ami- 
noacides recurrents de type AAI etant sous forme ionisee, 

les aminoacides recurrents de chaque type AAN et AAI etant identiques ou differents entre eux, 
40 - et en ce que la masse molaire en poids M w des polyaminoacides est superieure ou egale a 4 000 D, de 

preference a 5000 D. 

2. Particules selon la revendication 1, caracterisees : 

45 - en ce que leurs PAA constitutifs sont des PAA "blocs" et/ou des PAA "statistiques", 

et en ce que: 

▲ pour les PAA "blocs" : 

so . le rapport molaire AAN / AAN + AAI est > 6 %, de preference > 15 %, 

M w > 5 500 D, de preference 6 500 D < M w < 200 000 D et, plus preferentiellement encore, 8 000 D 
< M w < 200 000 D, 

A pour les PAA "statistiques" : 

55 

le rapport molaire AAN / AAN + AAI est > 20 %, de preference > 25 %, 

M w > 10 000 D, de preference 20 000 D < M w < 500 000 D et, plus preferentiellement encore, 200 
000 D< M w < 150 000 D. 
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3. Particules selon la revendication 1 ou 2, caracterisees : 

en ce que I'AAN (ou les AAN) est(sont)choisi(s) dans la liste suivante : Leu - lie - Val - Ala - Pro - Phe - et 
leurs melanges, 

s - et en ce que I'AAI (ou les AAI) est(sont) forme(s) par le Glu et/ou I'Asp. 

4. Particules selon la revendication 1 , caracterisees par une concentration moyenne en polyaminoacide variant de 
0,01 a 25 % poids sec, de preference de 0 : 05 a 10 % poids sec. 

10 5. Particules selon la revendication 1 , caracterisees en ce que ce sont des NanoParticules de Vectorisation (NPV) 
de tail le moyenne comprise entre 0,01 et 0,5 ujti, de preference entre 0,03 et 0,4 jum. 

6. Particules selon la revendication 1, caracterisees en ce que ce sont des MicroParticules de Vectorisation (MPV) 
de taille moyenne superieure a 0,5 ujti, de preference inferieure ou egale a 20 um 
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25 



30 



35 



40 



7. Particules selon la revendication 6, caracterisees en ce qu'elles sont obtenues a partir des particules selon la 
revendication 5 et en ce qu'elles comprennent, de preference, au moins un agent d'agregation. 

8. Particules selon la revendication 1, caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins un principe actif. 

9. Procede de preparation de particules a base de polyaminoacide(s) et susceptibles d'etre utilisees comme vecteu rs 
de principe(s) actif(s), caracterise : 

en ce que Ton met en oeuvre des polyaminoacides (PAA) : 

▲ comprenant au moins deux types d'aminoacides recurrents AAN et AAI : 

le type AAN correspondant a un acide amine neutre hydrophobe, 

et le type AAI correspondant a un acide amine a chaine laterale ionisable, 

les aminoacides recurrents de chaque type AAN et AAI etant identiques ou differents entre eux : 
A le ratio molaire AAN / AAI + AAN etant > 3 %, de preference > 5 %, 

▲ la masse molaire en poids M w du (ou des) polyaminoacide(s) etant superieure ou egale a 4 000 D, de 
preference a 5 000 D, 

en ce que Ton realise une dispersion de ces polyaminoacides dans un liquide, de preference dans une solution 
aqueuse saline, dont on a ajuste le pH a une valeur choisie de telle sorte qu'au moins une partie des aminoa- 
cides de type AAI soit sous forme ionisee, 

et en ce que Ton recueille ainsi une solution colloidale de particules. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise : 



en ce que I'AAN (ou les AAN) est(sont) choisi(s) dans la liste suivante : Leu - lie - Val - Ala - Pro - Phe - et 
leurs melanges, 

45 - et en ce que I'AAI (ou les AAI) est(sont) forme(s) par le Glu et/ou I'Asp. 

11. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce qu'au moins un principe actif est dissous dans le liquide, de 
preference avant introduction des polyaminoacides dans le milieu, de sorte que Ton obtienne : apres cette intro- 
duction, une solution colloidale de particules chargees en principe(s) actif(s). 

50 

12. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il comprend au moins une etape supplemental d'agrega- 
tion des particules, a I'aide d'au moins un agent d'agregation constitue, de preference, par un sel et/ou un acide 
et/ou une base et/ou un polymere eventuellement ionique. 

55 13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que Ton choisit des concentrations en polymere dans la 
solution exprimees en % poids/volume, superieures ou egales a 10 -2 , de preference comprises entre 0,05 et 30 
et, plus preferentiellement encore, entre 0,05 et 5. 
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14. Particules selon la revendication 1 et/ou obtenues par le procede selon la revendication 9, 

caracterisees en ce que le principe actif est medicamenteux et, de preference, choisi parmi : 

A les proteines et/ou les peptides parmi lesquels les plus preferentiellement retenus sont : les hemoglobines, 
les cytochromes, les albumines, les interferons, les antigenes, les anticorps, la calatonine, I'erythropoTetine, 
I'insuline, les hormones de croissance, le facteur IX, I'interleukine ou leurs melanges, 

▲ les polysaccharides, I'heparine etant plus particulierement selectionnee, 

A les acides nucleiques et, preferablement, les oligonucleotides d'ARN et/ou d'ADN, 

A et leurs melanges. 

15. Particules selon la revendication 1 et/ou obtenues par le procede selon la revendication 9, caracterisees en ce 
que le principe actif est constitue par au moins un vaccin. 

16. Particules selon la revendication 1 et/ou obtenues par le procede selon la revendication 9, caracterisees en ce 
que le PA est forme par au moins un produit phytosanitaire ou cosmetique. 

17. Speciality pharmaceutique, nutritionnelle, phytosanitaire ou cosmetique, 

caracterisee en ce qu'elle comporte des particules selon la revendication 1 et/ou obtenues par le procede 
selon la revendication 9. 



18 



EP 0 734 720 A1 



Office europeen RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE Nu " ero * " 



des brevets 



EP 96 42 0098 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 



Citation du document avec indication, en cas de besom, 

des parties pertinentes 



Revendication 



CLASSEMENT DE LA 
DEMAIMDE (Int.CI.6) 



Y,D 



US-A-4 976 968 (STEINER) 



colonne 1, ligne 1 - colonne 5, ligne 24 



US-A-4 351 337 (SIDMAN) 



* colonne 13, ligne 19 - colonne 21, ligne 
22 * 

* revendi cations 1-4 * 

PHARM. ACTA HELV. 5 

vol. 58, no. 7, 1983, CH, 

pages 196-209, XP002007426 

J. KREUTER : "EVALUATION OF NANOPARTI CLES 

AS DRUG-DELIVERY SYSTEMS I: PREPARATION 

METHODS" 

* page 205, alinea 3.5.1 - page 206 * 



1-3,6, 
8-11,14, 
17 



1-3,6, 
8-11,14, 
17 



7,12,13 



A61K9/16 
A61K9/51 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES (Int.CI.6) 



A61K 



Le present rapport a ete etabli pour toutes les revendications 



Lies de U recherche 

LA HAYE 



Date «t achievement de la recherche 

4 Juillet 1996 



Examiaateur 

Benz, K 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : particulierement pertinent a lui seul 

Y : particulierement pertinent en combinaison avec un 

autre document de la meme categorie 
A : arriere plan technolDgjque 
O : divulgation non-ecrite 
P : document intercalaire 



T : theorie ou principe a la base de 1' invention 
E : document de brevet anterieur, mais public a la 

date de depot ou apres cette date 
D : cite dans la demande 
L : cite pour d'autres raisons 

& : membre de la meme f am ilk, document correspondant 



19 



